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ている。ただ、Single Cell Sequence は少数の細胞を時間と費用をかけて行う必要があり、
臨床現場には応用されておらず、Single Cell level でのヘテロプラスミーを安価に迅速に
High Througput で解析する方法が必要とされる。 
 本研究では droplet digital PCR (ddPCR) を用いて、初めて単一細胞における mtDNA
のヘテロプラスミーを High Throughput に解析する方法 (single cell droplet digital PCR 
(sc-dd PCR))を開発した。この技術は、極小油滴内に単一細胞を封入して、油滴内で TaqMan 
PCR 反応を行い、蛍光発色をした油滴をフローサイトメトリーを用いて、存在する S N P
を High Throughput に解析するものである。 
 この方法を用いて、ミトコンドリア病患者由来の 5種類の線維芽細胞について mtDNA 
ヘテロプラスミー解析を行い、培養細胞の集団にも関わらず、変異した mtDNA または健
常な mtDNA のホモプラスミーを持つ細胞、変異した mtDNA と健常な mtDNA が混在す
る細胞の 3 つの異なる細胞集団が存在することを明らかにした。 
 なお、本解析方法はフローサイトメトリー同様に threshold line の設定が重要である。
この threshold line の設定のために、変異型および野生型のターゲット配列を持つプラス
ミドをクローニングしてポジティブコントロールとして、sc-ddPCR 同様に油滴内で
TaqMan PCR 反応を行い、threshold line を設定して本解析方法の妥当性を得た。 
 本研究では、sc-ddPCR を用いて単一細胞の mtDNA ヘテロプラスミーを High 
Throughput に解析する方法を初めて報告した。今後、より多くの患者検体や様々な種類の
細胞での経験を重ねていく必要はあるが、この解析方法を用いて今後ミトコンドリア病の
診断および発症機序の解明や、mtDNA の変異に関連した老化過程や腫瘍形成の解明にも役
立つ可能性があると考えられる。 
